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Summary

Aquaporins are membrane proteins that facilitate water transport across
the membranes in various microorganisms, plants and animals. Plant aguaporins
are divided into four groups based on the amino acid sequence similarities and
intracellular localization; plasma membrane intrinsic proteins (PIPs), tonoplast
intrinsic proteins (TIPs), nodulin-like intrinsic proteins (NIPs) and small basic in-
trinsic proteins (SIPs). We found 35 EST sequences homologous to 3' and 5’ ter-
mini of the partial cDNA of P. nil in the GenBank NCBI database. cDNA encoding
full length aquaporin ofP. nil was cloned with the use of the reverse transcrip-
tion-polymerase chain reaction (RT-PCR). The 1189 bp full length cDNA se-
quence of aquaporin P. nil {PnPIPI} was obtained. Analysis of protein hydropathy
indicated that cloned part of PnPIPI contained the NPA motif (Asn-Pro-Ala) that
is present in all known aquaporins. The amino acid sequence ofthe PnPIPI pro-
tein exhibits 90, 89 and 88% sequence similarity to Petunio x hybrida, Nicotiana
excelior and Fraxinus excelsior aquaporins respectively. We showed that the EST
database is a useful tool for identification of the complete cDNA of known
genes.
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Przeszukiwanie bazy danych EST w celu zidentyfikowania petnej sekwencji cDNA genu kodujgcego

l. Wstep

Transport wody oraz metabolitbw ma zasadnicze znaczenie dla prawidtowego
funkcjonowania organizmu zywego. W latach dziewiec¢dziesiatych ubiegtego wieku
odkryto istnienie kanatéw wodnych tworzonych przez biatka zwane akwaporynami,
pozwalajacych na transport wody i innych zwigzkéw, takich jak glicerol, mocznik,
amoniak czy kwas borowy (1-3) i COz (4) poprzez btony biologiczne.

Akwaporyny to integralne biatka btonowe, ktérych konserwowane ewolucyjnie
sekwencje aminokwasowe zawierajg dwa charakterystyczne motywy NPA (asparagi-
na-prolina-alanina) oraz szes$¢ helis transbtonowych (5,6).

W genomie cztowieka zidentyfikowano dotychczas 13 biatek rodziny alcwaporyn
wystepujacych w réznych typach tkanek. Wykazano istotng role kanaldéw wodnych
w wielu procesach fizjologicznych i patologicznych. Akwaporyny zaangazowane sg
m. in. w regulacje cisnienia krwi, sekrecje ptynéw, metabolizm ttuszczy i angiogene-
ze guzéw nowotworowych (7,8).

Genomy roslinne wykazuja duza r6znorodnos¢ akwaporyn. U Arabidopsis thaliana
wykazano obecnos$¢ 35 gendw kodujacych kanaly wodne oraz 33 u Oryza saliva i Zea
mays (9,10). Wysoka ekspresje akwaporyn zaobserwowano w tkankach przewodzg-
cych. Niektdre akwaporyny ulegajg ekspresji konstytutywnej, inne podlegajg regula-
cji czynnikami zewnetrznymi (11). Akwaporyny tworzg rodzine biatek MIP (ang.
Membrane Intrinsic Protein) ztozong z kilku podrodzin: PIP (ang. Plasma membrane In-
trinsic Protein) - akwaporyny btony plazmatycznej, TIP (ang. Tonoplast membrane In-
trinsic Protein) - akwaporyny tonoplastu, NIP (ang. Nodulin 26-like Intrinsic Protein) -
akwaporyny btony peribakteroidu, SIP (ang. Smali basie Intrinsic Protein) - biatka
0 nieznacznej homologii z akwaporyng | cziowieka (12).

Celem badan byto zidentyfikowanie peinej sekwencji cDNA genu kodujacego
akwaporyne Pharbitis nil zlokalizowang w btonie plazmatycznej.

2. Materiaf i metody

2.1. Materiat

Czesciowa sekwencja genu akwaporyny P. nil Choisy cv. Violet (NCBI numer se-
kwencji AY547266). Do realizacji zadania badawczego wykorzystano programy
komputerowe: BLAST (www.ncbi.nim.nih.gov.blastn), PHYLIP (http://evolution.gene-
tics.washington.edu/phylip.html), ProtParam (http://www.expasy.org), VecScreen
(www.ncbi.nlm.nih.gov/VecScreen.html), Translate Tool (http://www.expasy.org),
ClustalW (www.ebi.ac.ukyTools/clustalw/index.html), Primer3 (http://frodo.wi.mit.
edu/cgi-biiVprimer3/primer3_www.cgi), WOoLFPSORT (http://wolfpsort.seq.cbrc.jp/).
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TopPred (http://bioweb.pasteur.fr/seganall/iiiterfaces/toppred.html), MotifScan (http:
//myhits.isb-sib.ch/cgi-bin/motif_scan).

2.2. Metody

Calkowite RNA wyizolowano z siewek Pharbitis nil Choisy zgodnie z protokotem
metody Chomczynski i Sacchi (13).

Reakcje odwrotnej transkrypcji przeprowadzono wedtug protokotu opisanego
przez Dabrowska i in. (14).

Kompletne cDNA genu PnPIPI namnozono w reakcji PCR ze starterami PnAQPI
(5’-TTGCAACAATTTCACCCAAC-3) i PnAQP2 (5-CAACCTC/M\GATTACAGAACAAACA-3).
Mieszanine reakcyjng stanowity: 0,2 |ig cDNA, 0,6 U potlimerazy Taq (EURX), startery
(stezenie koncowe 0,5 pM) i dNTP (stezenie koncowe 0,5 pM) (EURx). Reakcje prze-
prowadzono w warunkach: 94°C - 5 min, 35 cykli (94°C - 45 s, gradient temp.
44,9-61,I°C - 75 s, 72°C - 90 s), 72°C - 30 min.

Produkt reakcji RT-PCR wklonowano w wektor pCRI-TOPO z wykorzystaniem
zestawu pCRII-TOPO TA Cloning Kit (Invitrogen). Uzyskanym DNA plazmidowym
stransformowano bakterie E. coli TOPIOF metoda szoku cieplnego.

DNA plazmidowe izolowano metoda lizy alkalicznej przeprowadzonej zgodnie
z protokotlem Sambrook i in. (15). DNA genomowe otrzymano przy uzyciu GenElu-
teM* Plant Genomie DNA Miniprep Kit (Sigma-Aldrich) zgodnie z protokotem produ-
centa.

Sekwencjonowanie wykonano w Pracowni Sekwencjonowania i Syntezy Oligonu-
kleotyddéw Instytutu Biochemii i Biofizyki Polskiej Akademii Nauk w Warszawie.

3. Wyniki

3.1. Przeszukiwanie bazy sekwencji EST i ztozenie kompletnej sekwencji
cDNA genu akwaporyny P. nil

Baze danych EST przeszukano za pomocg programu BU\ST fragmentem sekwen-
cji genu akwaporyny (AY547266.1) zidentyfikowanego z wykorzystaniem metody
ang. differential display (16). Uzyskano 35 sekwencji EST o dlugosci od 400 do 700
par zasad homotogicznych do genu akwaporyny P. nil, pochodzacych z sekwencjo-
nowania biblioteki skonstruowanej z cDNA otrzymanego z mRNA kwiatéw i pgkow
kwiatowych P. nil (rys. 1). Do dalszych analiz wybrano dwie sekwencje: BJ564409
i BJ568955, z ktérych wraz z sekwencjg AY547266 ztozono 1227 nukleotydowa se-
kwencje cDNA akwaporyny P. nil wydluzong w kierunkach 5 i 3' (rys. 2). Pierwsze
451 nukleotydoéw pochodzito z sekwencji BJ564409, dalsze 753 z sekwencji
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Rys. 1. Sekwencje homologiczne do czgsciowej sekwencji akwaporyny P. nil zidentyfikowane w ba-
zie danych EST.

AY547266, koncowe 23 z BJ568955. Poréwnanie wykonane z uzyciem programu
ClustalW wykazato 100% homologii pomiedzy sekwencjg EST BJ564409 a sekwencja
AY547266 na odcinku 114 pz oraz 99% homologii pomiedzy EST BJ568955
a AY547266 na odcinku 699 pz. Pietnastonukleotydowy fragment konca 5 sekwen-
cji AY547266 nie wykazywat homologii z BJ564409. Na podstawie poréwnania tych
dwéch fragmentéw z korespondujgcymi odcinkami sekwencji genéw akwaporyn
Oryza sativa (OsRWC), Arabidopsis thaliana (AtPIPc) i Mesynibranthemum crystalinum
(McMipA) wykazano, ze jest to prawdopodobnie artefakt procesu klonowania. Zio-
zong sekwencje cDNA P. nil przeszukano za pomocag programu VecScreen. Na pod-
stawie przeprowadzonej analizy nie ujawniono obecnosci w badanej sekwencji P. nil
fragmentéw sekwencji wektora (dane nie pokazane).

"rrm
¥-
0 100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000 1100 1200 pz

4 | AJ547266.1
BJ564409 | \ | ~1 BJ568955

Rys. 2. Schemat przedstawiajacy spos6b ztozenia wydtuzonej sekwencji genu akwaporyny P. nil.
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3.2. Potwierdzenie wydtuzonej sekwencji cDNA akwaporyny metoda PCR

W celu namnozenia kompletnej sekwencji cDNA P. nil zaprojektowano startery
dlugosci dwudziestu nukleotydéw PnAQPI i PnAQP2 z wykorzystaniem programu
Primer3. Oba startery posiadaly identyczng temperature przytgaczania, a sktad par
zasad AT i GC wynosit 50%. Wykonano reakcje PCR na matrycach cDNA i genomowe-
go DNA P. nil. Uzyskano szereg produktow, z ktérych wybrano trzy o zblizonej wiel-
kosci do teoretycznej sekwencji wydtuzonego cDNA genu akwaporyny: cl200 -
produkt powstaty na matrycy cDNA oraz gl 150 i gl450 - na matrycy genomowego
DNA (rys. 3). Produkty reakcji PCR wyeluowano z zelu agarozowego i przeprowa-
dzono reamplifikacje. jedynie na matrycy cDNA powstat produkt specyficzny o iden-
tycznej wielkosci jak fragment DNA uzyty jako matryca w reakcji PCR (dane nie po-
kazane). Produkt reamplifikacji ze starterami PnAQPI i PnAQP2 wklonowano w wek-
tor pCRIl TOPO i stransformowano nim bakterie E. coli TOPI OF’. Z uzyskanych trans-
formantéw wyizolowano DNA plazmidowe, a obecno$¢ cDNA sprawdzono restryk-
cyjnie. DNA plazmidowe zawierajgce wstawke wielkosci okoto 1200 pz zsekwencjo-
nowano. Poznang sekwencje poréwnano w programie ClustalW z sekwencjami
AY547266, BJ564409, BJ568955. Konsensusowa sekwencje cDNA dtugosci 1189 nu-
kleotyddéw oznaczono jako PnPIPI i wprowadzono do GenBank NCBI pod numerem
AY547266.2 (rys. 4). Podczas przeszukania bazy sekwencji nukleotydowych wykaza-
no, ze cDNA PnPIPI wykazuje najwyzszg homologie z genem kodujgcym biatko
transblonowe Hordeum vulgare (X76911.1) - 81% homologii na odcinku 768 pz
(dane nie pokazane).

1. matryca cDNA 2. matryca DNA genomowe

1489 pz
925 pz

Rys. 3. Produkty reakcji PCR rozdzielone w 1% zelu agarozowym. Sciezki: M - marker wielko$ci
AzStyl (Fermentas), sekcja | - matryca cDNA, sekcja 2 - matryca DNA genomowe. Nad $ciezkami poda-
no temperatury przytaczania starteréw. Obwoddka zaznaczono produkty wybrane do dalszej analizy.
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Rys. 4. Zestawienie wynikéw analizy struktury pierwszo- i dnigorzedowej biatka PnPIPI. Sekwencje
aminokwasowa poréwnano w programie ClustalW z sekwencjami biatek rodziny MiP: RWCI Oryza sativa
(AB009665.1), PIPC Arabidopsis thaliana (X75882), MipA Mesembryanthemum crystallinum (AAB09747),
PM28A Spinacia oleracea (AAA99274.2), 5-TIP Arabidopsis thaliana (U39485) oraz AQP2 czlowieka
(DI3906). Szarym wyréznieniem zaznaczono hydrofobowe helisy transbtlonowe (TM 1-6), wyttuszcze-
niem motywy asparagina-prolina-atanina (NPA), podkresleniem - miejsca fosforylacji przez kinaze zalez-
ng m.in. od cAMP i cGMP oraz fosforylacji przez kinaze 11. Petle cytoplazmatyczne oznaczono jako LoopB

MBGKFEDVFi FASCBYSE:ROPI7TAA.Q'3AGDI'KD'rKEPP?AFLFEPGFLK2W$ryp> :;iAE kO
MEGKBEDVRV<;A>:KFPE?.0FIGT7A0T —DKDYKEPPPAFFFEPGBB.SSWSFYPAGIAE 57
MEGK 1EDVT.LGAEKFSEROFLGTVAO-......-""RDYREFPRA-LFEACELTSWSFYPPGIAE 55
MP-EE%'SEEACAHC)HG ---enememmemeememmcmeemeemces KDYVRFPFAPFFPLGFLKLWSIWFA AIAE 44
MA'G'V'AFGGFDDSFGLASLPA Y1AE 24

MWELRGIAFSPANFAE 18
MEHRF.EDVBECA;;KFPE:<OAIGTAAQ------- t'KDYTEAP?rALFEPEFL2NWSFYF.471AE 'k

™I XiOOpA TH2
FVAfFLFLYITII«?jrK--33SKCATVGIO'fA«?FGGMIFALVYCfAGISGGMINP 118
FIATrL?LVITVLIVW7v 'k- -APNMCASVG1C-G IAWAFGGMIFALVYCTAGISGGB INP 115
FIATFEFLYIS1 JR--3FSKCASVGIOG IAWSFGGMIFALVYCTAGISGGB INP 113
FIATLLFLYIir/ATY'IGB -K- -EvMCGSY-ILLG 1AWAFGGMIFVLVYCTAG1SGGF INP 102
FIBTLLFVFAIG\'GSAIAY 'iia.rSDAALDTFGIA'A 1AVCHGFALFVAVAIGAKISGGB .T»P 84
FLATLLFWFCLGSALKW  -----emeeeeef OALFSVLQ IAMAFGLGIGTLVQALGHISGAK INP 69
FIATFLFLYIXILN'MGYV ::K--SDSKCKFVGIQG tAMAFCGMIFALVYCTAGISGGE INP 114

Loops T™M3 LoopC
AVTFCLFLARKLS Ulflal FY1VT"Qi: LGAI CGAGVVKGFd"G- LYHGR'GG>GARA"2ASGY TK 177
AVIFGLFLAI>KLSLTF AVFYIV'MI*"CFGAICGACA'VKGFC PK-PYOrLGGGAKr.'/AHGYrK 174
AVTFGLFLARKLSLTF AVFYMvY-"GLCAUCGAGVYKGFC PT-E'YOLLG&IAN'SVMFGYrK 172
AVTFG1.FLARKVOL.LF AUTfMIAQ«:LGAICG7/GLVKArp KG-PYMO? GGGAN.WALGYNK 181
AVTFGLAVG-,A2l rv'n GVFYWIAOELGSIAACFLLKNN--------- GGLAYTTHITV'AAGLGS 139

AVr'v'ACLVGCH'V'SVLf AAFN'AAQLLGAVAtGAALLKE 11 PAD IRGDLAYYIALSMSTTAG- 128
AVIFGLFLARKVOLTfIVY¥IWIQCLGAICGA..AanKGF>4<  LYNSKG"RGAPrWMRGY TK 173

T™M4 LoopD TM5
GD ;,LGAEIVGTFILVYTs7FI s"tDAKR-KARDSPr./ PILAPLPIGFAVFLVKLAXIPI TGTGI 2.37
GK ILGAEINIGTFVLIYTVTS ATDAKRSARDSHV PILAPLPIGFAVFLVRLASIFITGTGI 234
GS iL'GAEI ICTF/LVYTVTI ATRAKROARDSKYV PILAPLFIGFAVFLVHLALUPYV TGTGI 232
GT "LGAEIGIEYLI-TTyFT "TORKP-SARDSPA ?ILAPL?IGFAVFM\"KLATIFI TGTGI 221
IE AWMEIILTFALVYTVYA TAADP-—-- KKGSITTIAPLAIGLIVGANILAAGPF 3GGSM 196
-C "V'TVELFLTLQLVLCIFP STFE——- RRGEi: PGTPALSIGFSVALGKLLGIHY TGCSM 183

GD ;LGAEIVGTFA-’L\7::TVFE AIDAKKICARDTPA FVLAPLPIGFAVFLVHLATIPI TGTTI 233
LoopE T™C
NPAF:SLGAAI | YNKDHAWKDHI-i IFWVGPFVGAALAAI YHaVIIRAIPFKT RS-- 289

NPAP.SLGAAI IYKKDHAWDDHVIJ IFVIZGPFItTTAALAALYHOLVIRAIPFKI; ftS-- 286
NPAr<SLGAAI IYKRFHAWADHW IFWGFF1GAALAALYHWVIRAIPFKS K---- 283
NPARSFGAAVI FNSNKVWDDQW IFWYGPFIGAAYAAAYHOYYLRAAAIKA LGSFRSKPTK 281
NPAP.SFGPAVAAG-—-- DFSGHW ZYVfPGPLKGGGLAGLIYGITVFMGSSEKV PLAEAI/F--— 250

NPACSIAPAVATC------ KFDDHW 3FWIGPLVGAILGSLLYKYVLFPPAKSI7TERLAVLKGL 240
NPARSLGAAIIYNN'EHAWYCHMIFWGPFYAGAALAALYHOWIPAIPFK@0-----------=-===-=m= 254

EPDTEWEEPEVRRRQSVELHSFQSLPRGtKA 271

i D, zewnatrzkomérkowe - LoopA, C i F.
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3.3. Analiza sekwencji nukleotydowej cDNA P. nil oraz kodowanej przez nig
sekwencji aminokwasowej

Charakterystyke sklonowanej sekwencji przeprowadzono z wykorzystaniem pro-
gramow komputerowych dostepnych w internetowych serwisach bioinformatycz-
nych.

Sekwencje P. nil przettumaczono na sekwencje aminokwasowg za pomoca pro-
gramu Translate Tool. W sekwencji cDNA PnPIPI zlokalizowano otwartg ramke od-
czytu o dtugosci 284 aminokwasow. Wykorzystujgc program ProtParam obliczono
przypuszczalne parametry fizyczne i chemiczne biatka PnPIPl. Teoretycznie obticzo-
na masa czgsteczkowa wynosi 30,4 kDa, a punkt izoetektryczny 8,81. Sekwencja PnPIPI
na dtugosci 228 aminokwasow jest sitnie homologiczna z konserwowang domenag
MIP, charakterystyczng dla bialek rodziny akwaporyn i kanatéw transportujgcych gti-
cerol (program NCBI Conserve Domain Search). W wyniku wykorzystania programu
TopPred wykazano obecno$¢ szesciu potencjalnych domen hydrofobowych prze-
chodzacych przez dwuwarstwe lipidowa btony plazmatycznej. Po analizie sekwencji
aminowkasowej biatka PnPIPI w programie MotifScan wykazano obecnos$¢ wielu
funkcjonalnych motywow biatkowych: potencjalne miejsca fosforylacji dla kinazy 1
i Kinazy zaleznej od cAMP i cGMP oraz motywy biatek rodziny MIP (ang. Membrane In-
trinsic Protein). Analiza sekwencji w programie WoLFPSORT wykazata, ze przewidywa-
nym miejscem subkomodrkowej lokalizacji biatka jest btona plazmatyczna. Na pozio-
mie sekwencji aminokwasowej biatko kodowane przez gen PnPIPI na odcinku 248
aminokwasoéw jest homologiczne do roslinnych akwaporyn Petunia x hybrida, Nicotiana
excelior i Fraxinus excelior (odpowiednio 90, 89 i S8% homologii) (rys. 4).

4. Dyskusja

Baza danych EST (ang. Exressed Sequence Tags) zawiera sekwencje kodujgce frag-
menty gendw, ktére ulegaja ekspresji w danym typie tkanki. Ich liczba znacznie
przewyzsza ilos¢ innych sekwencji zdeponowanych w GenBank NCBI. Sekwencje te
sg krotkie, ich dilugos¢ wynosi okoto 600-700 nukleotyddéw, a ich homologia
z wczesniej opisanymi genami nie jest zbadana. Sekwencje EST sg generowane po-
przez przypadkowe sekwencjonowanie klonéw z réznych bibliotek cDNA. EST mo-
ga by¢ uzywane do identyfikacji paralogéw i ortologéw genéw lub produktéw alter-
natywnego sktadania transkryptéw znanych genéw (17). Analiza zestawionych, za-
chodzacych na siebie sekwencji EST moze prowadzi¢ do odkrycia polimorfizmu po-
jedynczych nukleotyddéw SNP (ang. Single Nucleotide Polymorphisms) (18,19). Sekwen-
cje EST znalazly takze zastosowanie podczas tworzenia map gendéw ludzkich (20)
i przewidywania lokalizacji genéw w DNA genomowym (21).

Istnieje wiele metod umozliwiajgcych identyfikacje sekwencji gendw, jedng
Z nich jest konstruowanie i przeszukiwanie bibliotek cDNA. W przypadku genu PnPIPI
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z bibliotek cDNA P. nil skonstruowanych z niRNA uzyskanego z liscieni roslin upra-
wianych w réznych warunkach $wietlnych uzyskano jedynie fragment sekwenciji
cDNA genu akwaporyny (16). Podjeto zatem prébe uzyskania petnej sekwencji cDNA
kodujgcego kanat wodny P. nil poprzez przeszukanie bazy danych krétkich sekwen-
cji kodujacych zawartych w GenBank NCBI.

Do identyfikacji sekwencji EST dostepnych w GenBank mozna wykorzystac¢ frag-
ment sekwencji genu, ktérego poszukujemy. Mozliwe jest takze uzycie sekwenciji
genu homologicznego z innego organizmu. W pierwszym przypadku mamy pew-
nos¢, ze zidentyfikujemy pozadanag sekwencje. W drugim przypadku istnieje praw-
dopodobienstwo znalezienia sekwencji o niskiej homologii. Wéwczas w celu zwery-
fikowania wyniku uzywamy programu BLASTX, co pozwala znalez¢ sekwencje ho-
mologiczne do nowo poznanej, ale juz na poziomie aminokwasowym.

Czesto zdarza sie, ze biblioteki cDNA zawierajg niekompletne sekwencje cDNA,
wowczas brakujacy fragment sekwencji mozna zidentyfikowa¢ poprzez przeszuka-
nie bazy EST, co udalo sie uzyskac¢ dta sekwencji akwaporyny P. nil. Podobne analizy
i porownanie sekwencji klonéw EST kukurydzy doprowadzito do zidentyfikowania
czionka rodziny PiP2, nazwanego ZmP1P2;l (9). Wiete roslinnych akwaporyn sklono-
wano (22-25) i sklasyfikowano w dwie podrodziny PIP i TIP uwzgledniajgc ich subko-
morkowa lokalizacje (26). Dysponujac petng sekwencjg aminokwasowg biatka PnPIPI
przeprowadzono analize filogenetyczng przy uzyciu programoéw pakietu PHYLIP,
w ktoérej wykazano, ze akwaporyna P. nil nalezy do podrodziny PiPI (8). Biatka PiP
(ang. Plasma membrane Intrinsic Protein) zlokalizowane sg w plazmatemmie komaorek
roslinnych. Ze wzgledu na homologie sekwencji akwaporyn btony komérkowej,
podrodzine PIP podzielono na izoformy PPl i P1P2. Przypuszczalng funkcjg biatek
PIP2 jest transport wody - ich ekspresja w oocytach Xenopus laevis gwaittownie
zwieksza przepuszczalnos¢ czasteczek wody przez btone komoérkowa. Akwaporyny
PIPI wykazuja znacznie stabsze zdolnosci transportu wody - sugeruje sie ich od-
mienng specyficznos¢ substratowg (przewodzenie glicerolu, CO2z) (27). Biatka PIP
biorg udziat w procesie wzrostu i rozwoju rosliny warunkujac pobieranie ijej trans-
port w organach roslinnych. Rosliny pozbawione akwaporyn PIP (poprzez wprowa-
dzenie antysensowego mRNA) wykazuja spadek przepuszczalnosci czgsteczek wody
przez btone plazmatyczng ich protoplastow, wzrost wielkosci systemu korzeniowe-
go oraz wieksza wrazliwos¢ na stres wodny i osmotyczny (28).

Analizy z wykorzystaniem bazy danych EST umozliwity uzyskanie peinej sekwen-
cji cDNA genu akwaporyny P. nil. W przeprowadzonych eksperymentach wykazano
jak w prosty, szybki i tani sposéb mozliwe jest zidentyfikowanie kompletnej se-
kwencji cDNA genu.
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